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维持竹休积是忏吸收与骨形成相对平衡的

结果，如失去这种稳定，则发生病理性变化，

骨吸收破坏是主要现象之一， 但关于骨吸收机

理还不清楚。 近些年来随着忏细胞培养技术的

发展，使人们对骨吸收有了进一步认识，目前

公认破骨细胞是骨吸收作用的主要承担者。为

此， 大多数学者从破骨细胞入手，对破骨细胞

的结构和功能等进行研究。目前已从多种动物

骨组织中幻-l与出破忏细胞[ 1-3 ]。本实验 是通过

建立人的破骨细胞分肖、培养方法， 为进一步

开展骨吸收机理的研究奠定基础。

材料与 方法

一、 破骨细胞的分离

次。然后浸泡于含有 1000 μjm1 青霉素、 500 μjml 链

霉素、 达克宁终浓度为 5%的 1 99 培养液中 ， -20 "C 

保存、备用。

三、 破每细胞的培养

将骨片置入孔径 16mm 的培养板中，每孔加 1 ml 

破骨细胞悬液。 I吃培养箱中，在 5%C01 、 37 0C 、 饱和湿

度条件下 ，培养 30 分钟。 取出骨片， 在 DME M 培养

液中荡洗， 以洗榨未贴附于骨片上的细胞。 然后 ， 更

换培养饭， 每孔再加入 1ml DMEM 培养液(含 25 m

mo1j L HEPES 缓冲液、 10 % 灭前胎牛血清、 1 00μ/

m1 宵'4ß京、 100μjm1 链霉素) ，继续培养。

另取 4 个灭菌的玻璃培养皿(容缸 5 m勺，放入玻

片，滴加破骨细胞悬浓 0 .5 ml， 孵育 2 小时后 . 再加

DMEM t主养液 1.5 m1， 放入孵育箱巾培养 24 小时。

鉴定方法与结果

一、ff'1置光相差显微镜观察

1.破吁细胞形态学观察: 破骨细胞培养

6 个月的引产胎儿，消 毒后取 股骨、 胚骨、 舷

忏， 且入无 allt占 199 珩养液玻璃挤养皿中。将附着的

软到织、 骨)J引以及干前捕的饮骨部分去净。 留下的骨

干部分用 199 培养液清洗干净， 再置入 DMEM 培养
24 小时后， 附着于盖玻) ;-上， 可见散在的胞

液rþ (含有 25 m mo1j L HEPES 缓冲液 ， 1 0 %灭活胎

牛血清， 100 ~lj mJ 青霉素， 100 μjml 链霉素 ) ， 纵向 体大 、 外形不规则， 胞浆有多个伪足样突起，
将骨干剖开， 用手术刀搔刮骨髓腔， 然后 ， 用吸管吸. 37 "C恒温下， 固定视野， 定时观察，可见细胞

取培养液反复冲洗骨片， 使附着子霄'片上的细胞冲入

培养液中。静l'i' 30 秒钟，使碎骨片沉降， 吸取细胞悬

液 ， 1000 rjmin 离心 10 分钟 ， 弃去上清液 ， 再加入

4m1DMEM 培养液 ， ;I)IJ成细胞悬液备用。 用 0.02%

台阶蓝染色， 7芮细胞率达 95% 以上 。

二、骨片的制备

取健康人股骨的皮j员骨(因创伤致死 ) , 去净软骨

组织和骨膜。沿骨纵轴用低速骨锯， 在冷水降温下切

割成 0.6 x 0 . 6 cm 、 厚约 0 . 1 cm 骨片， 金刚砂轮磨成

10 μ 厚的薄骨片。用打孔器制成直径 0 .5 cm 的圆形

骨片， 再用手术刀在其表面划上 l mm 的二U 格。置入

灭雨蒸南水巾 ， 用起声波清洗器清洗 30 分钟 ， 换浓三

外形不断变化。从其细胞体和、及外形与真它类

型细胞有明显区别。

2. 噬骨观察

当破骨细胞与骨片共同培养 24 小时后 ， 骨

片上出现骨吸收陷窝，开始时多为圆形，随着

培养时间的延长，骨吸收陷窝逐渐扩大，呈多

环形 、 j勾状或不规则7~，由于骨吸收陷窝受折

射线的影响， 在镜下往往比正常忏区更明亮。

二、 HE 染色

破骨细胞体积大， 含有 3-10 个细胞核不

等， 细胞核呈圆形或椭圆形， 每个核有 1-3
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个楼伫。

一、甲苯肢蓝染色

样品用 1 % 戊二陪固定 10 分钟 ，蒸馆水冲

洗，再 置入 0.1 % 甲苯 胶蓝液中 10 秒钟 ， 冲

洗，甘油封片，光镜下观察，可见核染为深蓝

色的多核细胞， 核呈阴形 ， 大小均匀里环状排

列，胞浆中有大小不等的空泡。

四 、 酸性确酸酶反应

采用 Gomori 的方法。 结果显示 胞核不着

色， 胞浆存在浓密的棕黑色颗粒， 分布均匀，

愈接近核周的胞浆着 色愈浓密呈波环形，为酸

性磷酸酶阳性反应。作为对照的纤维样 细胞

等， 月包浆仅有极少远的浅棕色颗粒或几乎不料

色， 为阳性反应(图版图 1 )。

五、扫描电子显微镜观察

破骨细胞与骨片共同培养一周时， 将霄'片

取出。 A组 4 个骨Jt用 0.1 %Triton X-100 处

理 30 分钟， 消化'目'片上附着生长的细胞。 B

组不经消化细胞处JIll。然后 ， 将上述两细骨片

用 3 %戊二醒 4 "C下固 定 2 小时， 0.1 mol j L 

PBS 冲洗， 1 %饿酸后固定 2 小时，逐级乙醇

脱水各 5 分钟，乙晴置换后，真空干燥，喷镀

白金 。 日 立 S-520 型扫描电镜下观察，加速电

压 20kV。

电镜下JîJi-见 ， B 组， 破忏细胞附着干'同·片

表面， 半且大的胞突尖端下方'白'而有不规则的骨

吸收区，呈虫蚀状，骨胶原暴露( 图版， 图 2 )。

A组，光滑的骨面上散在 有多个圆 形 、 多环

形、 ~(地状等形态不同、 大小不等的骨吸收陷

窝(图版图 3 )。这些骨吸收陷窝与正常骨结构

的哈佛氏系统以及骨细胞陷窝有明显区别。 骨

吸收陷窝底沟扭糙的忏j夜原，而正常窝、管状

骨结构均为钙化一致的光滑表面。

讨论

白从 Chambers 等 [4J建立 TJ皮骨细胞的分

离 、 j古养技术以来， 目前巳从多种实验动物休

内分肉出破仔细胞，妇;分离方法亦有不断的改

进。 本实验是综合 Chambers [ 4 J fU Boyde[町的方

法。 经过多次拍索， 首次从胎儿的长忏中分离

出破骨细胞， 进行珩养。为人的破骨细胞功能

的体外研究， 奠定了基础。

目前多数学者认为 : 破忏细胞来源于骨恪

外的生血系统， J飞前驱细胞届选lfll干细胞的初

始单陆细胞，而这些单核细胞融合成破忏细

胞。因而， 破忏细胞胞体大， 多个核， 一个破

骨细胞所含的细胞核数可多达数10个 [8 ， 7J 。

破骨细胞 1I包浆 中 含有丰富的需在性磷酸酶，

是其主要特征之一。因此，酸性磷酸酶染色被

做为鉴定破骨细胞的主要手段。 破于j-细胞还含

有丰富的抗酒石f'ií; 磷酸i"i1H Tar trate Resis tant 

Acid Phosphatase, TRAP)，它是酸性磷酸酶

的一种同功酶，而且更具有特异性。 此外， 破

骨细胞中还含有溶酶休酶， 芳芥毕硫酸脂酶

(Drylsulfatase ) 、 组织蛋白酶(Cathepsin )、自

葡苟糖醒酸酶(自-Glucuronidase)和 自-甘世1磷

酸脂阳市(自-Glycerophosphatase )，标 定 价实验

证明， 这些酶存在于粗而内质网和 I ~ .~ 1 尔在 氏体

中。 一旦破骨细胞形成封闭的骨吸收间隙，则

分泌多种溶酶和离子造成局部的酸环境， 使矿

物质酸蚀溶解， 暴露出 f} J占质， J院原纤维又经

酶作用，使之分解， 发生忏吸收 [ 4 ， 8J 。

破骨细胞的噬'自 功能是其独行的特性，通

过观察到的骨吸收陷窝， 可以证明 ， 破骨细胞

具有吸收骨盐 、 骨胶原、 饵'注质等所有骨的组

. 成成分的能力。而其他细胞则没有这种能力，

这是鉴别破骨细胞最客观的方法。 在实验中我

们还发现， 破骨细胞的忏吸收与移行是独立的

过程， )在排行多个圆形或卵圆形 ~I(J f']- 吸收陷窝

之间以及破骨细胞与骨吸收陷窝之1'1 11 互不连

续。这种现象提示， 破忏细胞的忏吸收活动主

要发生在细胞移行过程中的问歇剧，而移行时

骨吸收作用较弱。这种现象与相差~~:微镜下 1 2

小时定时观察，破骨细胞的伪足活动时而静止、

时而运动的行为相符合， 说明破骨细胞的噬骨

活动是间歇性的，而且并不是所有贴附着于骨

面上的破骨细胞在培养中都发生骨吸收作用。
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由此看来， 破忏细胞的功能活动是复杂的， 还

'主精全身利|局部因素的影响 ， 而且与其他细胞

如成骨细胞宇存在和相互作用[町，这些均需做

进一步的研究。

通过分肉 、 培养人破忏细胞的实验，我们

体会人破骨细胞培养成活较动物更难， 对培养

条件要求高，我们认为 DMEM 培养液 ， pH 7 . 0 

更利于破骨细胞生长。将其与骨片共同培养，

出现忏吸收比兔破骨细胞 l血 2 - 3 天。原因 之

一可能是从取材到fff养经时 比较长， 破骨细胞

的活性受到影响，如将分离的人破骨细胞先培

荠 3 天， 再做噬忏实验效果更好。在 本 实验

中， 培养了 17 天的人破 忏细胞仍有骨吸收功

能。说明此方法分肉培养的人破骨细胞，可供

骨吸收机理的体外研究。
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j延腺腺样囊性癌多种癌基因 mRNA 的表达

赵文 )1 ' * 幸 在t 华 马大权王洪君马大龙"

(北京医科大学口腔医学院 10008 1) 

Barbacid 等从人膀脱癌细胞株成功地克隆

分离出 C-ha-ras 癌基因的开创性工作使分子

生物学和l遗传工程学技术开始应用于人类肿瘤

研究 [1]。细胞癌基因激活和异常表达的研究加

深了对细胞癌变的根本原因的认识。有关人癌

基因异常表达的报道日渐增多，人们企望从中

发现人癌基因异常表达的规律，以指导肿瘤的

预防、 诊断和治疗。诞腺腺样亵:性癌 ( Salivary

adenoid cyslÏc car cinoma , SACC )是一种严重

危害人类健康的恶性肿瘤， 虽生长缓慢， 但有

较强的漫润性和转移力。为了揭示其特殊生物

'予行为的来源，我们选挥了已有文献报道的与

肿瘤漫润 、 生长和转移表型有关的癌 基因 H

ras 、 K-ras 、 V-erbB 1 、 C-myc、 V-sis 进行了

SACC 细胞 、 口腔鳞癌细胞和胃腺癌细胞 的

原位杂交 。

. 材料 与方 法

癌细胞取自本院外科实验室 1983 年从人小涎腺

SACC 和舌鳞癌组织选育的 SACC-83 、 TC-83 细胞株

(分别为 1 09 代和 98 代)及北京肿瘤研究所王乃勤研

究员惠j峭的胃腺癌细胞株 MGC 803。癌基因 H-ras、

K-r挝 、 V-erbB 1 、 C-myc、 V-sis DNA 探针购于华

美公司， 碱性磷酸酶原位杂交显示盒和l过氧化物酶显

示盒分别购子 Gibco .公司和 Vector . 公司 ， Levamisol

由桂林制药厂崽赠， 其他均为核酸研究和一般试验室

试剂。

1. 细胞片制备 将对数生长期脑细胞消化并轻吹

打成的细胞悬液接种于放有盖片的六孔板或宽口培养

· 现在天津市肿瘤医院工作， 邮编 3 00060 .
· 北京医科大学免疫学教研室.
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